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摘要 :【 目的 】 小 金 蝠 峨 Thiarodes xiaojinensis 是 冬虫夏草 菌 Ophiocordyceps sinensis 的 寄主 昆虫 ,生活 于 高 海拔 .高寒 
地 区 ,低温 适应 性 强 , 但 在 室温 下 (25 ~27% ) 不 能 正常 存活 。 本 研究 检测 了 热 胁 迫 (27°C ) 对 小 金 晤 蛾 幼虫 消化 酶 
及 抗 氧 化 系统 的 影响 ,以 期 揭示 小 金 蝠 峨 室温 不 耐 受 的 生理 机 制 。【 方 法 】 小 金 蝠 峨 8 龄 幼虫 分 两 组 进行 处 理 :高 
温 组 于 27% 下 饲养 ,对 照 组 于 16% 下 饲养 。 处 理 24 bh 后 观察 虫 体 状 态 ,并 解剖 , 取 中 肠 及 血 淋 巴 。 透 射电 镜 观 察 
中 肠 细胞 线粒体 结构 ,分别 测 定 中 肠 总 蛋白 酶 和 糖 基 水 解 酶 活性 , 血 淋 巴 丙 二 醋 (MDA) 含 量 , 以 及 血 淋 巴 保护 酶 系 
中 超 氧 化 物 歧化 酶 (SOD) .过 氧化 氢 酶 (CAT) 和 过 氧化 物 酶 (POD) 的 活性 。【 结 果 】 两 组 幼虫 中 肠 总 蛋白 酶 及 糖 基 
水 解 酶 活性 均 随 反应 温度 (16 ~37%C ) 升 高 而 增强 。 协 方差 分 析 显 示 , 高 温 组 幼虫 酶 活性 极 显 著 低 于 对 照 组 (P < 
0.01) 。 然 而 ,高 温 组 幼虫 在 27% 下 的 酶 活性 与 对 照 组 幼虫 在 16%C 下 的 酶 活性 无 显著 差异 (P<0.05)。 热 胁迫 下 
虫 体 血 淋巴 中 丙 二 醛 含量 显著 升 高 (P<0.05) ,提示 出 现 了 氧化 损伤 。 透 射电 镜 结 果 显 示 ,高 温 组 中 肠 细 胞 线粒体 
肿胀 , 膜 受 损 , 贬 排 列 混乱 ,结构 破坏 。 对 活性 氧 起 清除 作用 的 3 种 保护 酶 中 , 仅 POD 活性 显著 升 高 (P <0.05)， 
SOD 和 CAT 活性 均 无 显著 变化 (已 >0.05) 。【 结 论 ] 消化 酶 活性 的 变化 可 能 不 是 小 金 蝠 峨 室温 不 耐 受 的 重要 因素 ; 
氧化 损伤 是 其 热 胁迫 下 不 能 正常 存活 的 一 个 重要 原因 。 
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Oxidative damage is one of the most important causes of death of 


Thitarodes xiaojinensis ( Lepidoptera: Hepialidae) larvae under heat stress 
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Integrated Management of Pest Insects and Rodents, Institute of Zoology , Chinese Academy of Sciences, 
Beijing 100101, China) 

Abstract; [ Aim] The ghost moth, Thitarodes xiaojinensis ( Lepidoptera; Hepialidae) , is a host insect of 
Chinese caterpillar fungus ( Ophiocordyceps sinensis) . Living at high altitude area, T. xiaojinensis is well 
adapted to the cold environment, while fails to survive under room temperature ( RT, 25 -27*C). To 
elucidate the physiological mechanism of death under RT, the effects of heat stress (27?C) on the 
digestive enzymes and antioxidant system of larval T. xiaojinensis were investigated. [Methods] The 8th 
instar larvae of T. xiaoJinensis were treated in two groups: the high temperature group maintained at 27°C 
and the control group maintained at 16°C. At 24 h after treatment, the living state of larvae was 
observed, and midguts and hemolymph were obtained through dissection. The relative contents of 
malondialdehyde ( MDA) in the hemolymph were measured. The mitochondria structures of the midgut 
cells were observed under transmission electron microscope ( TEM). The activities of enzymes including 
the total proteases and glycosyl hydrolase in the midgut, superoxide dismutase enzyme (SOD) , catalase 
(CAT), and peroxidase ( POD) in the hemolymph were tested. [Results] The activities of the total 
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protease and glycosyl hydrolase in both groups increased with the reaction temperature (16 - 37%). 


Covariance analysis indicated that the enzyme activities of the high temperature group were significantly 


lower than that of the control group ( P «0. 01). However, both protease and glycosyl hydrolase activities 


in the heat treated larvae tested at 27°C reaction temperature were not significantly different from that in 


the control larvae tested at 16°C reaction temperature ( P «0.05). The MDA content in the hemolymph 


increased significantly after heat stress, indicating that oxidative damage occurred. The TEM analysis of 


mitochondria showed that mitochondrial structure was damaged with cristae disarranged and mitochondrial 


membrane broken. Among the protective enzymes, only the POD activity increased significantly upon 
heat stress (P «0. 05) , while the SOD and CAT activities did not significantly change ( P » 0. 05). 


[ Conclusion] The change of digestive enzyme activities may not be the important factor for the intolerance 


of T. xiaojinensis larvae under RT. Oxidative damage is one of the most important causes of larval death 


of the moth under heat stress. 


Key words: Thitarodes xiaojinensis; heat stress; protective enzymes; digestive enzymes; oxidative 


damage ; mitochondrial structure; enzyme activity 


小 金 蝠 峨 Thitarodes xiaojinensis 3& Jj F 38 H 
Wig ls RUE ( Hepialidae ) 4 f fb Jg Thitarodes ,其 幼虫 
是 我 国名 贵 中 药材 冬虫夏草 菌 Ophiocordyceps 


sinensis ( Berk. ) Sung, 




















Sung, Hywel-Jones and 
Spatafora 的 寄主 昆虫 ( 涂 永 勤 等 ,2011) , 主要 分 布 
于 我 国 四 川 省 小 金 县 及 小 金 县 与 金 钊 县 交界 的 空 

山海 拔 3 000 ~4 800 m 的 高 寒 地 区 ( 涂 永 勤 等 ， 
2013) ,因而 具有 很 强 的 低温 适应 性 。 小 金 蝙 蛾 最 
适 生 长 温度 为 16Y ,在 0Y 仍 能 正常 取 食 活动 。 与 
此 相对 应 的 是 ,小 金 蝠 峨 生长 缓慢 发 育 历 期 长 。 自 
然 环 境 下 , 小金 晤 峨 完成 一 个 世代 一 般 需 要 4 年 























al., 2010) 。 小 金 蝠 蛾 的 消化 酶 已 适应 于 低温 环境 ， 
在 热 胁迫 下 能 否 正 常 地 发 挥 作用 ,为 虫 体 提 供 充 足 
的 能 量 来 源 , 对 于 小 金 蝠 蛾 的 高 温 生存 具有 重要 
意义 。 

有 具 有 很 强 氧 化 活性 的 超 氧 阴离子 自由 基 ( 0; ) 、 
氧 氧 自 由 基 (HO - ) 和 过 氧化 氧 (H,0, ) 等 活性 氧 
( ROS) ,是 生物 体 生 命 过 程 中 产生 的 具有 多 种 功能 
的 物质 。 生 物体 在 正常 代谢 过 程 中 会 有 0. 296 WA 
形成 活性 氧 ( St-Pierre et al., 2002) , 它 参 与 调节 细 
胞 周期 ( Boonstra and Post, 2004) 及 细胞 凋 亡 过 程 
(Kasahara et al., 1997) ,但 同时 对 生物 大 分 子 , 如 和 蛋 



































( 涂 永 勤 等 ,2011 ) ,在 室内 进行 人 工 饲养 繁殖 , 也 需 
要 1 年 左右 的 时 间 。 提 高 小 金 蝠 蛾 的 生长 速度 , 缩 
短 其 发 育 历 期 ,对 于 小 金 蝠 蛾 资源 的 保护 利用 ,以 及 
冬虫夏草 的 人 工 培植 意义 重大 。 然 而 ,小 金 蝠 峨 对 
高 温 不 耐 受 ,在 室温 下 (25 ~ 27Y ) 不 能 正常 存活 。 
研究 小 金 蝠 蛾 的 室温 不 耐 受 及 其 生理 机 制 ,不 仅 对 
其 人 工 饲养 具有 实际 指导 意义 ,同时 也 丰富 了 小 金 
蝠 蛾 幼虫 生理 生化 方面 数据 ,填补 了 冬虫夏草 寄主 
昆虫 高 温 胁 迫 相 关 研 究 的 空白 ,为 冬虫夏草 寄主 昆 
虫 的 热 驯化 研究 提供 一 定 的 参考 。 

消化 酶 与 底 物 作用 ,将 食物 分 解 成 能 被 机 体 吸 
收 利用 的 小 分 子 物质 ,进而 为 机 体 提 供 营 养 及 能 量 ， 
是 一 类 功能 类 似 的 酶 的 总 称 ,主要 包括 蛋白 水 解 酶 、 
糖苷 酶 等 ,其 活性 的 变化 直接 影响 生物 体 的 生命 活 
动 。 消 化 酶 的 酶 活性 一 般 随 着 温度 的 升 高 而 升 高 ， 
达到 一 定 峰 值 后 , 则 随 温度 升 高 而 急剧 下 降 
( Pavasovic et al., 2004) 。 家 看 体内 蛋白 酶 也 具有 相 
似 规律 ( 屠 洁 和 王国 基 ,2005 ) ,而 对 黄 尾 铺 的 研究 
表明 ,后 肠 和 蛋白 酶 活性 在 低温 时 显 车 升 高 ( Miegel et 




































































白质 、 糖 类 和 核酸 等 有 损伤 作用 。 正 常情 况 下 ,细胞 
内 自由 基 水 平 很 低 , 不 会 对 细胞 造成 伤害 ,因为 细胞 
内 存在 着 自由 基 清 除 系统 , 即 保护 酶 系统 ,用 于 清除 
生物 体内 的 活性 氧 ,保护 结构 免 遭 损伤 ,行使 正常 功 
能 。 这 套 保 护 酶 系统 包括 超 氧 化 物 疏 化 酶 
SOD ), 过 氧化 物 酶 
(peroxidase, POD) ) MAMAH (catalase, CAT) 
(Fridovich, 1977) , SOD 可 将 05 催化 歧化 为 0;, 和 
H,0,,H50, 能 与 0; 形 成 毒性 更 强 的 HO . (McCord 
and Fridovich, 1969)。 但 由 于 细胞 内 还 有 CAT 和 
POD ,这 两 种 酶 可 将 H,0, 分 解 为 H,0 FI O, ( Felton 
and Summers, 1995) 。 在 SOD ,CAT 及 POD 3 种 酶 
协调 一 致 下 ,细胞 内 自由 基 的 产生 与 清除 处 于 一 种 
动态 平衡 状态 ,使 自由 基 维 持 在 一 个 低 水 平 ,保护 细 
胞 不 受 ROS 的 损伤 。 生 物体 在 逆境 条 件 下 会 增加 
ROS 的 产生 ( 李 周 直 等 ,1994) AME ZR A7 (2010) 等 
报道 ,二 化 蜡 5 龄 幼虫 暴露 于 33Y ,36%C 和 39%C 3 
种 不 同 温度 下 ,其 体内 的 ROS 与 对 照 (28% ) 相 比 显 
著 提 高 。 植 物 在 逆境 胁迫 下 也 会 导致 大 量 ROS 产 
































( superoxide dismutase, 
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^E (Gill and Tuteja, 2010) 。 保 护 酶 能 否 有 效应 对 观 
增 的 活性 氧 ,使 生物 体 免 遭 氧化 损伤 ,对 逆境 下 生物 
体 的 生存 意义 重大 。 

为 从 小 金 蝠 峨 幼虫 消化 酶 及 抗 氧化 系统 两 个 角 
FE ,阐释 小 金 晤 蛾 高 温 不 耐 受 的 生理 机 制 ,本 研究 将 
MERIR 8 龄 幼虫 分 两 组 进行 处 理 :高 温 组 于 27C 
下 饲养 ,对 照 组 于 16C 下 饲养 ,24 h 后 分 别 对 消化 
酶 活性 及 抗 氧 化 系统 进行 测定 。 中 肠 总 蛋白 酶 活性 
采用 节 三 酮 法 进行 测定 , 糖 基 水 解 酶 活性 采用 DNS 
显 色 法 进行 测定 ;以 TBA 法 测定 血 淋 巴 中 氧化 损伤 
标志 物 一 一 两 二 醛 含量 ,利用 透射 电子 显微镜 观察 
中 肠 细 胞 线粒体 形态 结构 ,以 确定 其 是 否 受 到 氧化 
损伤 ,并 分 别 测定 血 淋 巴 中 3 种 保护 酶 的 活性 , 即 采 
用 核 黄 素 法 测定 总 超 氧化 物 歧化 酶 活性 , 钥 酸 贸 法 
测定 过 氧化 氢 酶 活性 ,以 及 邻 茶 三 酚 法 测定 过 氧化 
物 酶 活性 。 













































































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

小 金 申 蛾 Thitarodes xiaojinensis 师 采 自 四 川 省 
小 金 县 ,在 室内 羽化 交配 产 卵 ,孵化 的 幼虫 在 实验 
室内 16% 全 黑暗 条 件 下 用 胡萝卜 饲养 。 
1.2 不 同 温度 处 理 小 金 蝠 蛾 幼虫 

取 大 小 相近 的 小 金 蝠 蛾 8 龄 幼虫 24 头 , 随 机 分 
成 高 温 组 (27%C ) 和 对 照 组 (16% ) 。 每 组 12 头 幼 
虫 ,分 别 置 于 最 适 生长 温度 160 和 热 胁 迫 温度 27°C 
下 处 理 24 h ,观察 不 同 处 理 的 小 金 蝠 蛾 幼虫 的 活动 
情况 ,以 及 虫 体 特 征 和 对 外 界 刺激 的 反应 程度 ,以 每 
头 幼虫 为 一 个 重复 ,分别 进行 以 下 生理 指标 或 活性 
的 测定 。 
1.3 消化 酶 活性 测定 

TENES E fiti] du pe, 取出 整个 中 肠 。 将 中 肠 在 
1.5 mL EP 管 中 剪 碎 , 每 管 1 头 ,4%0 下 4000 g 离 
心 , 取 上 清 ,为 消化 酶 粗 提 液 。 总 蛋白 酶 活性 测定 采 
用 节 三 酮 比 色 法 ( 葵 红 和 沈 仁 芳 ,2005 ) ,反应 体系 
如 下 :50 pL 消化 酶 粗 提 液 加 150 pL 节 三 酮 - 抗 坏 血 
酸 溶液 (2 g 节 三 酮 ,0.02 g 抗坏血酸 用 pH 5.8 的 
乙酸 -乙酸 钠 缓冲 液 定 容 至 100 mL) ,分 别 在 16C, 
27% 和 37% 下 反应 40 min, 经 沸水 浴 15 min, 冷 却 
后 加 100 pL 0. 296 的 KIO, 溶液 ,分 光 光 度 计 读 取 
570 nm 的 吸光 值 。 总 蛋白 酶 活性 定义 为 反应 时 间 
内 0Dsn 变 化 1 为 一 个 和 蛋白酶 活性 单位 (U)。 糖 基 
水 解 酶 测定 采用 DNS 显 色 法 ( 黎 军 胜 等 ,2004), 反 



































应 体系 如 下 :50 pL 消化 酶 粗 提 液 加 100 pL 0. 596 
淀粉 溶液 ,分 别 在 16%C ,27C f 377€ F 40 min, 
加 100 kL 显 色 液 (5 g 3 ,5- 二 硝 基 水 杨 酸 ,5 g UK 
化 钠 ,1 g 茶 酚 ,0. 25 g 无 水 亚硫酸钠 , 定 容 至 500 
mL) ,90% 加热 5 min , 冰 浴 冷却 后 加 49 的 四 水 合 酒 
石 酸 钙 钠 30 pL, 读 取 550 nm 的 吸光 值 。 糖 基 水 解 
酶 活性 定义 为 反应 时 间 内 0D;sso 变 化 1 为 一 个 糖 基 
水 解 酶 活性 单位 (U) s 

1.4 血 淋 巴 丙 二 醋 (MDA ) 含量 测定 

丙 二 醛 是 机 体内 的 活性 氧 作用 于 脂 质 所 产生 
的 过 氧化 产物 。 生 理学 上 ,两 二 醛 常 作为 过 氧化 
的 标志 物 ,用 来 反映 机 体内 氧化 损伤 的 程度 。 由 
于 脂 质 是 生物 膜 的 构成 组 分 ,因此 丙 二 醛 也 成 为 
膜 损 伤 的 标志 性 物质 ,其 含量 水 平反 映 了 膜 脂 损 
伤 的 程度 。 丙 二 醛 的 测定 参考 Janero( 1990) fl 
Esterbauer 和 Cheeseman (1990) ,并 进行 改进 。 具 
体 如 下 : 冰 上 剪 开 虫 体 的 第 3 或 第 4 对 腹 足 , 取 10 
uL 血 淋 巴 加 入 200 uL 0.6% TBA 溶液 ( 先 用 1 
mol/L NaOH 溶解 ,再 用 10% TCA 溶液 定 容 ) 沸水 
浴 15 min ,迅速 冷却 后 ,4% 4 000 g 离心 , 取 上 清 
在 535 nm 下 测 OD 值 ,以 0D;;; 值 表示 MDA 在 两 
组 间 的 相对 含量 。 

1.5 中 上 肠 细胞 线粒体 透射 电镜 (TEM ) 观察 

取 不 同 温度 处 理 小 金 蝠 蛾 幼虫 的 中 肠 组 织 ， 
成 二 醛 固 定 , 包 埋 、 超 薄 切 片 由 中 国 农业 大 学 生命 科 
学 中 心 完 成 。 电 镜 型 号 JEM-1230 ,加 速 电 压 80 kV, 
观察 线粒体 形态 结构 。 

1.6 保护 酶 活性 测定 

冰 上 用 剪刀 从 虫 体 第 3 或 第 4 对 腹 足 剪 开 , 取 
血 淋 巴 。 

对 SOD,CAT 和 POD 3 种 保护 酶 进行 酶 量 梯度 
实验 ,验证 实验 体系 的 线性 关系 及 可 靠 性 。 和 蛋白 含 
量 的 测定 采用 试剂 盒 ( 购 自 胸 云 天 ) ,参照 其 说 明 书 
测定 。 

SOD 活性 测定 参照 Misra 和 Fridovich ( 1972 ) ， 
并 略 改 进 。 反 应 体系 为 pH 7.8 的 0. 02 mol/L PBS 
缓冲 液 200 pL,195 mmol/L 甲 硫 氨 酸 20 pL,1. 125 
mmol/L NBT 40 pL,0.3 mmol/L EDTA-Na, 10 pL, 
60 umol/L 核 黄 素 溶液 10 pL, 血 淋巴 5 pL, 光 照 15 
min 后 560 nm 下 测 OD 值 。SOD 酶 活性 定义 为 反应 
时 间 内 0D;o 变化 1 为 一 个 过 氧化 物 酶 活性 单位 
(U) 。 

CAT 活性 测定 参照 程 鲁 京 和 备 泽 (1994) ,缩小 
反应 体系 ,405 nm 下 测 吸 光度 。 反 应 体系 如 下 : 
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0.996 H,0,( JH 0.02 mol/L, pH 7.4 的 PBS 稀释 )30 
phEL, 血 淋巴 2 uL, 室温 反应 1 min, 加 32.4 mmol/L 
的 钥 酸 铵 200 pL,12 000 g 离心 5 min, 取 200 pL 上 
清 测 405 nm 的 OD ffi, CAT 活性 定义 为 反应 时 间 
内 0Ds 变 化 1 为 一 个 过 氧化 氢 酶 活性 单位 (U) 。 

POD 活性 测定 参照 Chance 等 (1979 ) , 略 有 
改进 。 反 应 体系 为 pH 7.4 的 0.02 mol/L PBS 缓冲 
ili 140 pL,9.5% H,O, 10 pL,0.5% 邻 茶 三 酚 40 
uL (pH 6.5 PBS 配制 ) , 血 淋 巴 4 pkL,37% 反应 5 
min,470 nm 下 测定 OD 值 。POD 活性 定义 为 反应 
时 间 内 OD 25 4E 1 为 一 个 过 氧化 物 酶 活性 单位 
(U), 
1.7 数据 统计 与 分 析 

使 用 IBM SPSS Statistics 21 软件 进行 统计 分 析 。 





ui 


图 1 不 同 温度 处 理 下 的 小 金 蝠 峨 8 龄 幼虫 





消化 酶 活性 的 统计 分 析 采 用 协 方差 分 析 , 以 独立 样 
本 1 检验 分 别 检 验 热 胁迫 组 27%C 与 正常 组 16% 下 
的 消化 酶 活性 .雄二 醛 相对 含量 及 保护 酶 活性 的 差 
异 。 用 GraphPad Prism 5.0 软件 绘图 。 


2 结果 


2.1 不 同 温度 处 理 下 的 小 金 蝠 蛾 幼虫 体征 

Foil 8 (2770) 下 小 金 蝠 蛾 幼虫 与 对 照 组 
(16%C ) 相 比 , 虫 体 色泽 灰暗 无 光泽 ,外 形 干 首 , 行动 
迟缓 ,对 外 界 刺激 反应 迟钝 ; 而 对 照 组 虫 体 色泽 鲜 
亮 , 虫 体 饱 满 , 且 活跃 好 动 , 对 外 界 刺激 敏感 (图 1) 。 
高 温 组 在 处 理 24 h 后 即 陆续 出 现 濒 死 个 体 ,一 般 于 
2-3 日 内 全 部 死亡 。 


Fig.1 The 8th instar larvae of Thitarodes xiaojinensis maintained at different temperatures 
A: 16*C Hbi 24. h 的 8 龄 幼虫 8th instar larva maintained at 16% for 24 h; B; 27°C 处理 24h 的 8 龄 幼虫 8th instar larva maintained at 27%C for 24 h. 


2.2 热 胁 迫 对 小 金 蝠 蛾 幼虫 中 肠 消化 酶 活性 的 
影响 

消化 酶 活性 测定 结果 显示 (图 2 和 3) ,在 16-~ 
37°C 的 反应 温度 范围 内 ,无 论 热 胁迫 组 还 是 正常 组 ， 
幼虫 中 肠 总 蛋白 酶 和 糖 基 水 解 酶 活性 均 随 温度 升 高 
而 增强 。 在 同一 反应 温度 下 ,高 温 组 幼虫 总 蛋白 酶 
与 糖 基 水 解 酶 活性 均 低 于 对 照 组 。 协 方差 分 析 表 
明 ,和 蛋白酶 的 反应 温度 对 高 温 组 和 对 照 组 间 的 酶 活 
性 的 影响 差异 极 显 著 (d =1, F-26.31, P< 


0. 001) ;控制 反应 温度 因素 的 影响 后 ,高 温 组 与 对 
照 组 的 蛋白 酶 活性 的 差异 极 显 车 (df =1, F= 
26.310, P<0.001)。 测 定 糖 基 水 解 酶 的 反应 温度 
对 两 种 温度 处 理 组 的 酶 活性 的 影响 同样 存在 极 显 车 
差异 (df=1, F =40.122, P<0.001), 控 制 该 因素 

4 影响 后 ,高温 组 与 对 照 组 的 糖 基 水 解 酶 活性 差异 
极 显 著 (df=1, F=1, P=0.008)。 即 热 胁迫 后 对 
虫 体 的 蛋白 酶 和 糖 基 水 解 酶 活性 的 影响 均 极 显著 。 
考虑 到 不 同 处 理 组 幼虫 的 生存 温度 不 同 , 将 热 胁迫 
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Fig.2  Protease activities in the midgut fluid of the 8th 





图 2 























instar larvae of Thitarodes xiaojinensis maintained 
at different temperatures for 24 h 
图 中 数据 为 平均 值 + 标 准 误 ;下 图 同 。Data in the figure are mean + 
SE. The same for the following figures. 
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图 3 不 同 温度 处 理 24 h 后 小 金 蝠 蛾 8 龄 幼虫 中 肠 
液 糖 基 水 解 酶 在 不 同 反 应 温度 下 的 酶 活性 
Fig.3 Clycosyl hydrolase activities in the midgut fluid 
































of the 8th instar larvae of Thitarodes xiaojinensis 


maintained at different temperatures for 24 h 


处 理 组 在 27% 的 蛋白 酶 活性 及 糖 基 水 解 酶 活性 分 
别 与 正常 组 在 16C 下 的 进行 1 检验 ,结果 显示 ,两 种 
酶 的 活性 差异 均 不 显著 ( 蛋白酶 P=0. 381, 糖 基 水 
解 酶 P=0.572)。 
2.3 ” 热 胁 迫 对 小 金 蝙 峨 幼虫 血 淋 巴 内 二 本 含量 的 影响 
对 血 淋 巴 中 两 二 醛 含量 的 测定 结果 显示 (图 
4) ,给 予 27% 胁迫 后 ,小 金 蝠 蛾 幼虫 体内 的 两 二 醛 
含量 显著 升 高 至 对 照 组 的 近 2 倍 , 检验 二 者 差异 极 
显著 (P=0.004) ,提示 热 胁 迫 处 理 的 小 金 蝠 蛾 幼虫 
体内 的 活性 氧 不 能 被 充分 消解 , 脂 质 被 超 量 的 活性 
氧 严 重 过 氧化 。 
2.4 热 胁迫 对 小 金 蝠 蛾 幼虫 中 肠 细 胞 线粒体 结构 
影响 


27 避 0 热 胁迫 处 理 后 ,高 温 组 与 对 照 组 相 比 , 结 
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图 4 不 同 温度 处 理 24 h Je] ee EARS 龄 
幼虫 血 淋 巴 中 两 二 醛 的 相对 含量 
Fig.4 The relative contents of methane dicarboxylic 


aldehyde ( MDA) in the hemolymph of the 8th instar larvae of 

















Thitarodes xiaojinensis maintained at different temperatures for 24 h 
以 对 照 组 0Ds3s 值 为 1。 柱 上 星 号 表示 高 温 组 与 对 照 组 的 丙 二 醛 相 
对 含量 经 i 检验 差异 显著 (P <0.05)。The 0Dsss value of the control 


group (16°%C ) is set as 1. The asterisk above bars indicates significant 





difference of the relative MDA content between the high temperature group 


and the control group by t-test ( P «0.05). 


构 差 异 明显 。 可 以 看 到 对 照 组 中 线粒体 膜 结构 完 
整 ,线粒体 内 旺 排 列 有 序 , 且 形态 正常 ;而 高 温 组 
中 ,线粒体 内 贬 排 列 混乱 ,线粒体 出 现 不 同 程度 的 
肿胀 、 空 泡 , 线 粒 体 膜 破损 (图 5)。 这 表明 27'C 
下 ,小金 晤 峨 幼虫 存在 严重 的 线粒体 氧化 损伤 , 造 
成 结构 性 的 破坏 。 
2.5 热 胁 迫 对 小 金 蝠 蛾 幼虫 血 淋 巴 3 种 保护 酶 
(SOD,POD,CAT) 活性 的 影响 

277*C 胁迫 处 理 24 h 后 ,小 金 蝠 蛾 血 淋 巴 中 的 
SOD 与 CAT 活性 均 无 显著 变化 (Ps 20.617, Pear 
=0. 137) , 仅 POD 活性 显著 提高 (P=0.031)( 图 6)。 
为 此 ,可 能 POD 活性 的 提高 不 足以 维持 热 胁 迫 下 虫 
体 的 活性 氧 代谢 平衡 ,导致 活性 氧 积累 ,由 此 造成 热 
胁迫 下 ,MDA 水 平 上 升 ,线粒体 受 损 等 氧化 损伤 。 























3 讨论 


究竟 是 什么 原因 导致 生物 在 经 受热 处 理 后 最 终 
死亡 ? Bowler 等 (1973 ) 提出 , 热 对 细胞 膜 的 破坏 是 
关键 原因 。Denlinger 和 Lee(1998) 加 入 了 生物 的 整 
体 观 ,提出 了 耐 热 性 的 分 级 机 制 , 即 大 分 子 \ 细 胞 \ 组 
织 \ 整 个 的 生物 体 。 迄 今 为 止 ,在 相关 文献 中 , 尚 不 
能 将 热 致死 原因 归 为 一 种 。 
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图 5 MEIR 8 龄 幼虫 中 肠 细 胞 线粒体 透射 电镜 照片 
Fig.5 TEM of mitochondria in the midgut cell of the 8th instar larvae of Thitarodes xiaojinensis 
A: 16 C REX 24 h 的 8 龄 幼虫 的 中 肠 细胞 ,图 中 可 见 线粒体 (箭头 所 示 ) 结 构 完 整 , 线 粒 体 岸 排列 正常 有 序 The midgut cell of the 8th instar larva 


maintained at 16°C for 24 h, showing an intact mitochondrion ( indicated by arrow) with normal cristae; B; 27°C ARIE 24 h 的 8 龄 幼虫 的 中 肠 细 胞 ,图 
中 可 见 线 粒 体 ( 箭 头 表 示 ) 肿 胀 ,出 现 空 泡 , 膜 破 询 ,线粒体 岸 排 列 混乱 The midgut cell of the 8th instar larva maintained at 27%C for 24 h, showing 

















swollen mitochondria (indicated with arrows) with broken membrane, vesicles and disarranged cristae. 


小 金 蝙 蛾 主要 生活 在 高 海拔 地 区 ,经 过 长 期 进 
化 适应 了 低温 的 生活 环境 ,在 室温 下 不 适应 .无 法 正 
常生 存 。 高 温 热 胁迫 下 , 虫 体 的 消化 酶 活性 显著 下 
降 ,然而 ,由 于 在 16 ~375 的 反应 温度 范围 内 , 酶 活 
性 随 反 应 温度 升 高 而 增高 , 致使 27%C 热 胁迫 组 在 
27%C 下 的 酶 活性 与 16%C 正常 组 在 16C 下 的 酶 活性 
差异 不 显著 。 为 此 ,我 们 推测 消化 酶 活性 的 变化 可 
能 并 非 小 金 晤 蛾 室温 不 耐 受 的 一 个 重要 因素 。 

热 胁 迫 组 小 金 蝙 蛾 幼虫 血 淋 巴 中 氧化 损伤 标志 
物 丙 二 醛 的 含量 显著 升 高 ,说 明 温 度 胁 迫 后 ,小 金 晤 
蛾 幼虫 体内 活性 氧 积 累 ,发 生 了 严重 的 氧化 损伤 。 
而 且 丙 二 醛 容易 与 蛋白 质 和 DNA 结合 ,破坏 生物 大 
分 子 的 结构 与 功能 ( Seal et al., 2003) ,对 虫 体 可 造 
成 进一步 的 损害 。 线 粒 体 的 透射 电镜 结果 显示 ， 
270C 下 ,小金 蝠 峨 幼虫 线粒体 膜 受 损 ,结构 破坏 ,证 
实 了 热 胁迫 已 对 线粒体 造成 了 严重 损伤 。 线 粒 体 是 
细胞 能 量 代谢 最 重要 的 细胞 器 ,在 氧化 磅 酸化 的 过 
程 中 可 产生 一 定量 的 自由 基 , 由 于 抗 氧化 防御 体系 
的 存在 ,在 生理 状态 下 二 者 维持 动态 平衡 ,从 而 保护 
线粒体 不 被 损伤 。 但 在 自由 基 产 生 过 多 时 ,靠近 呼 











吸 链 的 线粒体 内 膜 容易 受到 氧化 损伤 ,造成 线粒体 
内 膜 脂 质 的 过 氧化 反应 、 膜 流动 性 降低 、 膜 脂 质 降解 
等 ,从 而 影响 跨越 线粒体 膜 的 质子 梯度 ,使 线粒体 合 
成 ATP 的 功能 发 生 障 碍 。 与 此 同时 ,线粒体 的 功能 
障碍 又 可 导致 自由 基 产 生 增 多 ,过 多 的 氧 自由 基 不 
能 被 及 时 清除 ,进一步 引起 生物 膜 结构 蛋白 质 和 脂 
质 过 氧化 ,损害 线粒体 膜 的 通 透 性 ,引起 电子 传递 链 
活性 的 进一步 下 降 ,进而 形成 恶性 循环 ,使 氧 自 由 基 
生成 进一步 增加 ,氧化 损伤 加 剧 ,线粒体 结构 和 功能 
讲 到 严重 破坏 。 线 粒 体 损伤 可 引起 一 系列 的 细胞 功 
能 障碍 ,最终 造 成 细胞 及 组 织 的 死亡 。 

生物 体内 活性 氧 的 清除 是 在 保护 酶 系统 的 3 种 
酶 的 协同 作用 下 完成 的 。SOD 是 最 重要 的 清除 自 
由 9 基 的 酶 之 一 ,首先 将 0; 自由 基 形 成 H0, ,再 由 
CAT 和 POD 将 H,O, 分 解 。POD 清除 H,0, ,需要 还 
原 性 底 物 , 且 对 H,0, 亲和力 高 ,CAT 则 不 需要 还 原 
力 , 并 具有 和 较 高 活性 ,但 对 H,0, 亲和力 弱 ( 杜 秀敏 
等 ,2001)。SOD,CAT 和 POD 三 者 相对 水 平 的 高 低 
对 于 它们 抗 氧化 作用 的 有 效 发 挥 很 
重要 . 褐 飞 乱 取 食 转基因 抗 虫 水 稻 后 ,SOD 和 CAT 
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图 6 不 同 温度 处 理 24 h 后 小 金 蝠 蛾 8 龄 幼虫 血 淋 巴 中 SOD(A) ,CATCB) 和 了 POD(C) 的 活性 
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Fig.6 The activities of superoxide dismutase ( A) , catalase (B) and peroxidase (C) in the hemolymph of the 


8th instar larvae of Thitarodes xiaojinensis maintained at different temperatures for 24 h 
柱 上 星 号 示 高 温 组 与 对 照 组 的 保护 酶 活性 经 1 检验 差异 显著 (P<0.05)。The asterisk above bars indicates significant difference in the activities of 


protective enzymes between the high temperature group and the control group by t-test (P <0.05). 


活性 显著 升 高 ,POD 活性 没有 变化 ( 昌 仲 贤 等 ， 
1997)。 我们 的 研究 结果 显示 , 热 胁迫 下 , SOD 和 
CAT 活性 没有 显著 变化 , 仅 POD 活性 显著 升 高 。 前 
述 两 二 醛 含量 的 升 高 和 线粒体 结构 的 破坏 ,表明 热 
胁迫 下 ,小 金 蝠 峨 的 抗 氧 化 系统 不 能 有 效 地 清除 活 
性 氧 ,已 造成 严重 的 氧化 损伤 ,这 意味 着 热 胁 迫 下 ， 
仅仅 POD 活性 的 提高 不 足以 维持 体内 原 有 的 活性 
氧 代谢 平衡 ,导致 活性 氧 大 量 积 累 , 对 机 体 造 成 损 
伤 ,宏观 上 表现 为 虫 体 不 适 、 死 亡 。 

27% 胁迫 后 小 金 蝠 峨 幼虫 SOD 与 CAT 活性 变 
化 不 显著 ,这 其 中 可 能 是 小 金 蝠 峨 幼 虫 的 温度 感应 
相关 的 某 个 重要 基因 不 表达 或 低 表 达 造 成 的 ,导致 
虫 体 中 SOD 及 CAT 不 能 对 胁迫 温度 产生 响应 ,从 
而 使 体内 大 量 积 累 活性 氧 。SOD 和 CAT 在 活性 氧 
代谢 平衡 中 起 着 重要 作用 ,对 小 金 蝠 峨 幼虫 在 温度 
胁迫 下 能 和 否 正 常生 活 至 关 重 要 ,值得 进一步 深入 研 
究 。 在 当前 全 球 气候 变 暖 的 背景 下 ,小 金 蝠 蛾 幼虫 
温度 胁迫 不 适 性 相关 研究 对 于 虫草 资源 的 保护 利用 
具有 重要 意义 。 
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